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論文内容要旨
                研究目的
 腎は尿排泄量調節により体液量を維持している重要な臓器である。 腎髄質では NaCl や尿素を
 蓄積して他組織に存在しない高浸透圧状態が形成され, この浸透圧勾配に従って水の再吸収が行
 われ尿が濃縮される。 近年, 分子生物学の進歩により腎尿細管において尿濃縮に必要な腎尿細
 管の膜蛋白が多く同定され, 特にヘンレルー プ上行脚における Na トラ ンスポ一夕ー (BSC二
 bumetanide sensitive co transporter) と集合管における水チ ャ ンネ ル (AQP2) の 発 現調 節 が
 重要であることが明らかとなった。 一方, 従来より移植腎においては尿濃縮障害, Na 再吸収障
 害が存在することが知られている。 そこで, ラット同系腎移植モデルを用いて, ラット Na トラ
 ンスポーター (rBSC1) と水チャンネル (AQP2) の mRNA 発現について検討した。
                研究方法
 実験群:7-8 週令雄性 SD ラットの左腎を Lee の方法に準 じて雄性 SD ラットに移植した (冷
 阻血時間 30-40 分)。 左固有腎は移植時に摘出 し, 尿管は尿管膀胱吻合で再建した。 一週間後 レ
 シピエントの右固有腎を摘出し, 同系腎移植群 (n=16) とした。 また, 同週令の雄性 SD ラッ
 トを用いて, 片腎摘を行った片腎摘群 (n=16) と開腹のみのシャム手術を行なったコントロー
 ル群 (n=16) を作成した。 それぞれの群を水制限を行った群と行わなかった2群に分け比較検
 討した。
 水制限二同系腎移植群ラットの左大腿動静脈にカテーテルを挿入 し, 6時間の前蓄尿と採血を
 行なった。 24 時間水制限を行い, 最後の6時間蓄尿と採血を行なった。 その後, 移植腎を採取
 し, 6匹は rBSCl および AQP2 の mRNA 測定に用い, 2匹は組織学的検討に用いた。 他の8
 匹は水制限をせずにそのまま飼育 し, 同様に移植腎の検索を行った。 コントロール群, 片腎摘群
 も同様に行なった。
 mRNA 解析法:採取した腎を皮質, 外髄質, 内髄質にわけ, 超遠心法にて RNA を抽出 し,
 Competitive PCR 法で解析した。 rBSCl については外髄質, AQP2 は内髄質を用いた。 rBSC1
 の Competiter には rBSC1 の cDNA の 352bp fragmnet 中央に EcoR Iを導入したもの, AQP2
 には cDNA760bp には中央約 180bp を欠損させたものを用いた。
               研究結果
 1. 腎/体重量比は, 片腎摘群, 同系腎移植群およびコントロール群で, それぞれ4.3±0.1, 4.9
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 ±0.3, 2.6±0.3mg/gであり, 単腎状態にあった移植腎, 片腎ともに, 生理的状態のコントロー
 ル群に比 して重量が増加した。 組織学的には糸球体および尿細管に同程度の代償性肥大が確認さ
 れた。
 2. BUN および血中ク レアチニ ン値 は, 同系腎移植群と片腎摘群で差が認められなかった。
 3. 尿量は 24 時間水制限により著しく 減少したが, 同系腎移植群では片腎摘群に比して有意に
 多尿であった。
 4. 24 時間水制限により尿浸透圧はコントロール群では 661±104 から 2,758±170mOsmo/
 kgH 20 と著しく 上昇 し, 片腎摘群でも 487.4±234 から 2,799±350mOsmo/kgH20 と同程度の
 上昇が認められた。 一方, 同系腎移植群では水制限後 1,657±332mOsmo/kgH、0 と尿濃縮は不
 完全であった。
 5. rBSCl の mRNA 発現量は, 水制限前で片腎摘群および同系腎移植群はコントロール群に比
 して有意に増加していた。 水制限により片腎摘群では水制眼前に比して rBSCl 発現量は有意に
 増加 したが, 同系腎移植群では増加が認められなかった。
 6. AQP2 の mRNA 発現量は水制限前でコントロール群に比して片腎摘群, 同系腎移植群の有
 意差はなかったが増加傾向を示 した。 水制限後ではコントロール群に比 して片腎摘群で増加が認
 められたが, 同系腎移植群では有意の増加が認められなかった。
                結論
 以上よ り, 移植腎では免疫学的拒絶反応がない状態でも尿濃縮障害が存在していることが確認
 され, その一因として, 水再吸収に必要な尿細管膜蛋白の発現調節における転写障害が想定され
 た。
                研究の意義
 移植腎に尿濃縮障害があることは知られていたが, その機序は不明であった。 そこで免疫学的
 拒絶反応がない同系ラット腎移植モデルを用いて, 阻血障害を最小限におさえ, 尿濃縮に関わる




 従来より移植腎には阻血灌流障害, 拒絶反応さらにサイクロスポリ ンな どの免疫抑制剤による
 薬物毒性による尿細管障害が存在することが知られているが, これらの障害がないと思われる腎
 機能良好な腎移植例において も脱水は稀な らず経験される問題であ り, その 機序 は不明であった。
 本研究は, この機序を分子生物学的側面から解析を試みたものである。
 実験は, 免疫学的拒絶反応ない SD ラット同系腎移植モデルを用いて, 阻血障害を最小限に抑
 えた条件で, 移植腎の尿濃縮障害の有無と尿濃縮に重要な役割を果たしている腎尿細管膜蛋白の
 mRNA 発現異常との関連性について行っている。 腎尿細管膜蛋白の mRNA としては, ヘンレ
 ループ上行脚におけるラット Na トランスポーター (rBSC1) と集合管水チャ ンネル (AQP2)
 を解析対象としている。 実験群と しては, 固有腎を摘出 して左腎を同系移植 した同系腎移植群お
 よび片腎を摘出した片腎摘群, シャム手術のみを行ったコントロール群の3群を作成し, 腎の組
 織学的検索, 水制限による尿濃縮能の測定を行い, 腎組織中の rBSCl と AQP2 mRNA 量は
 competitive PCR 法で測定されている。 得られた結果は以下の3点である。 1) コントロール
 群に比較して, 片腎摘群, 同系腎移植群の腎は約60%重量が増加し, 組織学的には移植腎には阻
 血障害は認められず, 方腎と同程度の腎肥大が認められた。 2) 水制限のない状態では片腎摘群,
 同系腎移植群では同様の腎機能であったが, 水制限下では同系腎移植群では片腎摘群に比して尿
 濃縮障害が認められた。 3) rBSC1 と AQP2 mRNA 量は水制限により同系腎移植群で発現増
 加しなかった。 この結果は, ラット同系移植腎では尿濃縮機能障害が存在 し, rBSC1 と AQP2
 の mRNA 量の発現増加が障害されていることを示 しているが, 原因と して移植操作に伴う除神
 経や極めてわずかの 阻血障害が関与 している可能性が推定される。
 本研究は免疫学的拒絶反応や薬物障害のなく, また阻血障害を最小限におさえた条件でも移植
 腎には尿濃縮障害が存在することを明かに し, この機序と して移植腎尿細管に遺伝子レベルで異
 常があることを示すことに初めて成功 したものである。 よって, 本研究は学位論文に値する。
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